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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Liposomen und Verfahren zur Transfektion von Zeflen 

(57) Die Erfindung bctrifft Liposomcn umfassond einc cine 
Liposomenhulle ausbildende Lipidphase und eine von 
der Lipidphase umschiossene intraliposomale Phase, wo- 
bei die chemische Zusammensetzung der Lipidphase der 
einer Hautschicht entspricht und die intraliposomale Pha- 
se mindestens eine Verbindung enthalt, die ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die Nukleinsauren, Proteine, Kohlen- 
hydrate, Lipide und niedermolekulare Verbindungen so- 
wie aus diesen zusammengesetzte Molekule oder Struk- 
turen umfaRt, sowie ein Verfahren zur Herstellung derar- 
tiger Liposomen. Des weiteren betrifft die Erfindung ein 
Verfahren zur Transfektion von Zellen, wobei die zu trans- 
fizierenden Zellen mit den erfindungsgemaften Liposo- 
men in Kontakt gebracht werden. Des weiteren betrifft die 
Erfindung einc pharmazoutische Zusammensetzung und 
ein Mittel zur topischen Verabreichung, welche/welches 
einen Gehalt an den erfindungsgemaften Liposomen auf- 
weist sowie Verwendungen der erfindungsgemafien Li- 
posomen, der pharmazeutischen Zusammensetzung und 
des erfindungsgemaften Mittels. 
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Besehreibang 

Die u-rlicgende Hr:indung be trim Liposonen unifasscnd eine cine Liposomcnhiillc ausbildende Lipidphase una cine 
von der Lipidphase unischlossene intralipo^niale Phase, ein Verlahren zu deren Ilerstedung yn\io daraus herste:iharc 
I lposomen. Vertahren zi:r TransTektion von /ellen, Millel /ur topischen Verabreichung sou ie Vcru en dunL'cn der I ipo- 
somen und M:t:el. 

Mil deni /.unehiiierden Verstandnis biologischer /jsaininenhange aul' niolekularer Lhcne eiahl-erte sieh in der jum:- 
sien \ergangennei! die niolekulare Medi/in.die die Lntwickiung neuer Therapiekon/.cpie und Medikamente nial.wblich 
heeintlul.i. Dies gut auchturdie Ilaui.dcrer lunkiion ueit uber die o:tensichtliche BamereUinktion hinaus^eh: ur.d de- 
ren Lrkr^nkangen in gan/. besonderem Mal.v ir vielen l allen im wahrsten Sinne des Wortes offensicktlich sind. 

Kmc Moglichkeii der Behandlung von Lrkrankungen der Haul uird in der Insertion und Expression von Gencn :n der 
Lpidcrmis gesehen, d h. der Gentherapie der d;e Lpidemns ausbildenden /ellen. Besonders bedeuisunt sind hierbei die 
Kerati no/v ten. 

In der Ieehnik sind versehiedene Vertahren hekann;, Kcratino/vten in situ /u transf/ieren. Line Moalichkeit stedt die 
iniradermale Injektion dar. bei es /ur lokalen Translation, d. h. Lvpression des eingebrachten geneiischen Materials in 
cineti; scur eng unigren/ten dernialen Area] konintt. Ty pischerweise ist die F:\pression transient fur 2 bis 7 Tage und es 
erlolgt koine Integration des appkzierten gcnetisehen Materials in das Genoni der Keratino/\ ten. Hin entscheidender 
Nachteil dieser Teehnik besieht darin. datf cine emsprechende 'IVanstektion aufden unnnttelbaren [njekiionsbereich be- 
sehrankl ist und es sieh dabei um ein mvasnes Vertahren handelt, daR nur von qualifi/ierieni Personal unter geci^ncien 
Ikgienehedingungen /ur Anwendung gelan^en kann. 

hbentalis au: die lokale Applikation von Genniaterial beschrankt ist die Verwendung von Mikroprojekiilen. die aus 
tun DNA beschichteten mikroskopisehen Goidpartikeln bestehen undmmels einer sogenannten Genkanene direkt in die 
/ellen emgebracht werden. Aueh dieses Verlahren ist mil einer Reihe von Nachteilen verbunden, die /um einen aus der 
Verwendung der vergleiehsweise teuren Goldparttkel sowie deni erforderlichen Beschichtungsschriit resuitieren. /.um 
anderen jedoeh aueh m der Verwendung der Genkanone bestehen. die omen mcht unerhebhehen apparativen Autwand 
darstclli. ebenfalls qualiii/ieries Personal /u seiner Bedienung benoiigi und daruber hinaus nieht den zcw unschlen HrfolL! 
[ietert. 

SehlieLilieh sind in der Teehnik noch lopisehe Vertahren hekannt. bei denen koniplexiert vorliegende DNA direkt in 
die die Lpidcrmis auttauenden /ellen eingcuacht werden soli. So wurden bcispielsweise kationische Lipide. die sieh an 
die amonische DNA lagern. ebenso verwendet vvie die Re/eptor-vennittelte Lndo/viose. Dabei blieb der erstgenanme 
Ansa!/ in der praktisehen Anwendung ertblglos. Der zweite Ansa!/, bcispielsweise in Form der Transferrinofektion, ist 
autgrund der inirnunogenen Bestandteile (es werden Disso/iationsproteine von Adenovirus oder des hamaggluiinieren- 
den Virus von Japan verwendet) immunogen und kann somit nur einige Male ertblgreich appliziert werden" 

SehhelSheh sind in der Teehnik noeli die aus der Kosnietologie bekannten Liposonien besehrieben, die in der wiitfriiien 
Innenphasc die PLsmid-DNA enthahen. Aueh dieser Ansatz fuhrte nur bei cineni kleinon Pro/entsatz der /ellen zurV 
f o Ig re i e he n Tr an s f e k t i o n . 

Der vorliegenden Lrfindung liegt die Autgabe /ugrunde. Liposoinen bereitzustellen, die eine hohe Transfektionsrate 
von Haui/ellen. und insbesondere Keratinozyten, erlauben. 

Iiine weitere Aufgabe der lirfindung isi die Bereitsleliung von Vertahren zur Herstellung von derartigen Liposonien. 
SchlicBlich licgt der vorliegenden Hrhndung die Autgabe /.ugrunde, ein Verlahren /ur fransfektion von /ellen, und 
insbesondere Keratinozvten. /ur Vertugung /u stellen, welches eine hohe Transfektionsrate erlaubl. 

Der I:i hndung liegt aueh die Autgabe /ugrunde, eine phanna/eutisehe Zusaminenset/ung bereit/ustellen, die die ge- 
genuberdeni Stand der Teehnik verbesserte Applikation von Wirkstoften, insbesondere die lopisehe Applikation dersel- 
ben, erlaubt 

4s Weiterhin liegt der I:rtindung die Aufgabe /ugrunde, Mittel /ur lopischen Verabreichung cheinischer Verbinduniien 
bereit/.usteHen. 

Des weiteren sollcn erfindungsgernaB Mittel /ur Gentherapie von Hautzellen, zur Prophylave und/oder Ikhandlung 
von Iirkrankungcn der Haul, einschlieBlich von War/en, von systeniisehcn Hrkrankungen und von Alopezie sowie Mittel 
/ur Itnniunisierung ot'fenban werden. 

50 HrhndungsgeniaB wird die Aufgabe gelost durch Liposonien umfassend eine eine Tdposomenhulle ausbildende Lipid- 
phase und cine von der Lipidphase unischlossene intrahposoniale Phase, wobci die chemische /usanmiensetzung derLi- 
pidphase der einer Hautsehicht entspricht und die intrahposoniale Phase niindestens eine Verbindung enthalt, die ausgc- 
wahh ist aus der Gruppe, die Nukieinsauren, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide und niederniolekulare Verbindumjen sowie 
aus diesen zusanmiengeset/te Molekule cKier Strukturen un^aBt. 

5s Die Aufgabe wird aueh gelost durch Liposonien umfaBend eine eine Liposomenhulle ausbildende Lipidphase und eine 
eine von der Lipidphase unischlossene intrahposoniale Phase, wobei das Liposom betrettend der Lipidklassen tblgende 
Koniponenten unifaBt: 

Phospholipide <2 Gew-'r 

(Vi Cholesterolsulfat 2 Gew.- r c 

PVeie Fettsauren 2()Gew.- r r 

Ceratnide 20 Gew - r h 

Sterole 43 Gew.-' c 

Tnacvlglvcerole (Neutralfette) 4 Gew - r r 

6s Sterolester 9 (j cw .<;i 

und die intrahposoniale Phase niindestens eine Verbindung enthalt, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Nukieinsau- 
ren. Proteine. Kohlenhvdrate. Lipide und niederniolekulare Verbindungen sowie aus diesen zusamniengesetzte Molekule 
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oder Strukturen umfaBt. 

Weiierhin wird die Aufgabe erlindungsgeniaB gclost durch ein Vcrlahren. wobei vorgesehen ist, daB a) Stratum eor- 
ncuin-Lipid gewonnen wird und h) aus deni Stratum corneum-Lipid unicr UltraschuUbehandlung und/oder Detereenz- 
dialyse Liposornen hergestelli werden. 

Weiterhin wird die Aulgabe geinst durch Liposornen, die nach den! erlindungsgeniaBen Verfahren herstel!h;ir sind. s 

Desweiteren wird die Aulgabe erlindungsgeniaB durch cin Verfahren /.ur Transfektion von Zellen gclost, wobei die /,u 
transti/ierenden /ellen mil den ertindungsgemaBen Liposornen in Kontakt gcbracht werden. 

LrfindungsgemaB wird die Aufgabe auch durch cine pharnia/eutiscfie Zusaiiimenset/ung gclost, die die erfindungsge- 
niaBen Liposotnen und einen pharma/eutisch ak/eptablen Trager umlaBl. 

Desweiteren wird die Aulgabe erfindungsgeinaB durch ein Mittel /ur topischen Verubrcichung ehernischer Verbindun- id 
gen gelosi, wobei das Mittel einen Gchalt an erlindungsgeniaBen Liposornen aufweisi. 

SehlieBlieh wird die Aulgabe gelosi durch Verwendung tier erlindungsgeniaBen Liposornen, der erfindungsgeniaBen 
pharniazeuiischen Zusamntensei/ung oder des erfindungsgeniaBen VFittels /ur Gentherapie von Hautzellen. 

Weiterhin wird die Aulgabe gclost durch Verwendung der erlindungsgeniaBen Liposornen, der erlindungsgeniaBen 
pharnia/eutischen Zusammensel/ung oder des erfindungsgeniaBen Mittels /.ur Prophy la\e und/oder Behandlung von Er- i 5 
krankungen der Haul. einschlieBlich der Behandlung von War/en, systeniatischen Lrkrankungen und von Alopezie so- 
wie Verwendung tier erlindungsgeniaBen Liposornen, der erlindungsgeniaBen pharina/eunschen Zusaninienset/ung oder 
des erlindungsgeniaBen Mincls /ur Imniunisierung eines Wirisorganismus. 

Auch wird die Aulgabe gelosi durch einen Impfstoff, der einen Gehalt an den erlindungsgeniaBen Liposornen auf- 
weisi, wobei die Liposornen Nukleinsaure, die die genetisehe Intonnation fur ein interessierendes Antigen umfaBt, oder 20 
Nukleinsaure umfassen. die die genetisehe Intonnation fur einen Ant ikorper oder ein Antikorperfragment unifaBt, wobei 
der Antikorpcr bzw. das Aniikorperfragmeni spezilisch fur das interessierende Antigen ist. 

Bei dem eine cine Liposomenhiille ausbildende Lipidphase und eine von der Lipidphase urnsehlossene intraliposo- 
niale Phase unifassenden Liposoin bei deni die chemische Zusaninienset/ung der Lipidphase dereiner ITautschicht ent- 
spncht, kann vorgeschen sein, daB die ITautschicht humane Lpiderrnis 1st. 25 

In einer weiteren Ausl'uhrungsforrii kann vorgeschen sein, daB die Hauischichi das Straium conieum ist. 

Bei deni erlindungsgeniaBen Vcrfahren /.ur ITersiellung von Liposornen kann vorgeschen sein, daB Stratum comcuin- 
Lipid gewonnen wird. indem Stratum corneurn enzyntatisch und/oder meehanisch von der Haul abgetragen wird und an- 
schlieBendin Meihanol/C'hlorofonii extrahiert wird. 

In einer Ausfuhrungsl'onii des erlindungsgeniaBen Liposonis kann vorgeschen sein, daB die intraliposomale Phase jo 
eine waBnge Phase ist. 

Desweiteren kann vorgeschen sein, daB die intraliposomale Phase mindestens eine chemische Verbindung enthalt, die 
ausgcwahlt 1st aus der Gruppc, die Nuklcinsauren, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide und niedennolekularc Verbindungen 
sowie aus diesen zusamniengesetzie Molekiile oder Strukturen unifaBt, 

Daruber hinaus kann vorgeschen sein, daB die Verbindung ausgcwahlt ist aus der Gruppe, die Wachstumsfaktoren, An- J5 
tibiotika, schnier/lindernde Agen/ien, Agenzien. die die Zellteilung und/oder die Vaskularisierung beeinflussen, koagu- 
lierende und anti-koagulicrende Agenzien. Cytokine, cheniisches Attraktans, Enzyme, und Kombinationen davon uni- 
faBt. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn ist die chemische Verbindung eine Nukleinsiiurcsequenz. 

In einer Austuhrungsfonn des erlindungsgeniaBen Verfahrens zur Transfektion von Zellen kann vorgeschen sein, daB 40 
die zu transfizierenden Zellen Hautzeden sind. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn sind die Hautzellen ausgcwahlt aus der Gruppe, die Hautzellen des Stratum 
corneurn. Stratum granulosum und Stratum spinosum sowie Keratinozyten unifaBt. 

In einer ganz besonders bevorzugten Austuhrungsfonn ist vorgeschen, daB die Zellen im erfindungsgeniaBen Vcrfah- 
ren zur Transfektion Keratinozytcn der Haarfollikel sind. 45 

In andercn, ganz besonders bevorzugten Austuhrungsfonn sind die Zellen des erfindungsgeniaBen Verfahrens zur 
Transfektion epidennale Langerhans-Zellen. 

Bei deni erfindungsgeniaBen Mittel zur topischen Vcrabreichung ehernischer Verbindungen kann vorgesehen sein, daB 
das Mittel ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Crernes, Salben, Gele, Spriihpflaster und Tmkruren umfaBt. 

In einer weiteren bevorzugten Austuhrungsfonn des erfindungsgeniaBen Mittels ist vorgesehen, daB das Mittel weiter- 50 
hin einen Gehalt an mindestens einer Verbindung aufweist, die ausgcwahlt ist aus der Gruppe, die Permeabilitatsverstar- 
ker und Quellrnittel umfaBt. 

Bei der erfindungsgeniaBen Verwendung der hierin offenbarten Liposotnen, der pharmazeutischen Zusammensetzung 
oder des Mittels zur Gcntherapie von Hautzellen kann vorgesehen sein, daB die Hautzellen in situ vorliegen. 

In einer alternativen Ausfuhrungsfonn der obigen erfindungsgeniaBen Verwendung kann vorgesehen sein, daB die 55 
Hautzellen ex vivo vorliegen. 

Weiterhin kann bei der vorgenannten Verwendung vorgesehen sein. daB die Hautzellen ausgewahlt sind aus der 
Gruppe, die Hautzellen des Stratum corneurn. Stratum granulosum und Stratum spinosum sowie Keratinozyten unifaBt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsfonn ist vorgesehen, daB die Hautzellen Keratinozyten der Haarfollikel sind. 

Weiterhin kann in einer Ausfuhrungsfonn der obigen erfindungsgeniaBen Verwendung vorgesehen sein, daB die Hauf- 60 
zellen epidennale Langerhans-Zellen sind. 

Bei der erfindungsgeniaBen Verwendung der hierin offenbarten Liposornen, der hierin offenbarten pharmazeutischen 
Zusammensetzung oder des hierin offenbarten Mittels zur Prophylaxe und/oder Behandiung von Lrkrankungen der Llaut 
ist in einer bevorzugten Ausftihrungsform vorgesehen, daB die Erkrankung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die genetisehe 
Hauterkrankungen, Psoriasis, Hauuunioren und Wunden unifaBt. 6> 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn ist vorgeschen, daB die genetisehe Hautcrkrankung ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die Epidennolysis bullosa simplex, Epidennolysis hyperkeratosis, palmoplantare Keratose, junktionaie 
Epidemiolysis bullosa, dystrophic Epidennolysis bullosa, lamellare Ichthyose und Xeroderma pigmentosum umfaBt. 
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Bo. der cr.in.lurj.soon ai;cn Vcnwndung der hicrin ollcnhar.cn I.i,vso,ncn. .lor hicrin olicnhur.cn pham.a/cuhsclvn 

u^^Th 7 l, " Cn , hLirlCn M " :ClS /Ur IkhjndlUn ^ Hrkrankun.cn is, n cincr he, " 

nh I 7 f;^' 11 ;-^— vorgosehen. da,.; die s>s.en,iseho Erkrankung ausgcuahl. ,s, a^s dor tiruppc. die Ha - 

plulic A un.-. Tlamophilic B sowie ko^aoondeevneralion unl'abt 

' yil B0i ,,0r ° rlin,1, "' i! T" i"'? V ™ l,lin y hi <-™ olionhancn 1 iposon.cn. dor hicrin o.ienb.r.en pharn.a/c.isohcn 
/ ,sa n menscung odor des h.cnn o.ienhar.cn Miucls zur Innnuns.orun, cincs Wir,sor,an:sn,us is, in cincr besoms 
be or/.ug.en Aus uhrungslorn, vorgeschen. Jab dor Winsorganismus cin n.ensohlid.er Ontanismus is, 

Dor vvrl.egenden Lrl.ndurig hog, die uherraschende Erkenn.nis z.ugrunde. dali n.i, don criinduncssen.-iiien I inos,men 
c.rc binders hohc lranslck.,o n sra.e von Hau./ellen. und insbesondcre von Kera,ino,.won. erreieh, werden k nn c- 

U i ^ V ?■ crt, * u "^™*" o-nkapsul.cr, vorlicg,. kann die epidcrmule Barrierc der 

Haul uberu.ndcn und ,n dor ..oloren s,ch,ch.on dor Hpidern.is aui™„„cn und esprnn.er; werden 

D.evorj.ehend hoschnebene Pussagcfiihi^kcit dor erfindungsgen.aBen T. iposon.cn orlaub, dariihorhinaus auoh o,no 

sS^I^TnM T°'T n" la " CnL ' n ^ Wlrk ^''-- -sohl,oBl,oh Nukle.nsauren. ' 

Sdi.ui en der Epuion.us b/u dor Ilau,, was sowohl un.cr den. Aspok, dor Vorabrcohun, pharn.a/eu.isch wirkxa.ror 
Verb.ndunj.cn w,e audi un.cr don, Aspok, dor kosme.isehen Bchandlune dor Haul von Vorteil ,s, 

Dabo, , s , gan/ hosondors hoachrlieh. dab bo, Verwendung dor erlindu'ngsge.nabcn Liposon.cn b/« der bicrin olien- 
ba-,cn Mmcl und Vor.alron die Nukleinsaure-Applika.ion n.ehnnals * iederholhar is: und os nidi: zu„, Au 1-n or 
nm.unan.wort.nsbosonders cmcr solchen gegen naek.e Nukleinsaure gericn.e.c kon.m, uas S e 2 enuher andcrcn IW - 
loktionsloohnikonoinenerhobliehcn Voncil darslollt. r anaenn irars 

fn-oloc der hohen Trarslek.ionsra.e w .rd es ers.malig moglich. einlaeli und /merlassi, vide Ilau./ellen /u .rans.,,,- 

/e En aufS'-n 'tT V?, d ™- & \™ b ™ ™« in ^ r kuusalen fherapie. das die ,herapier,en 

d ' , h , r Y , ' un «-'^^^h'^Ncbenuirku ni! en leieh. on.forn; uerden kann und uei.erhin in.oloe 
d . Ia.sa.hc dab o,no ek,o,v hxpress.on dor nunds dor erfindungsgemalJcn I.i^son.en einoeschleus.en NukieinsauVe 
ausgeschlossen uordon kann. d.e !l,orap,o als sulelie jeder/.ei. anlcrbroohon uordor, kann ' 

Darubor h.naus s,nd msbosondorc dio Korauno/v.cn vergleichsweise leieh, ,u gevvinnen sow.o in Kul.ur ,u cxpandie- 

Trh n Ln^'u ' ^ MUtel /Llr Modulaiion der Hxpression einerin Kcra.inoxv 

\orhanitcncn NukkMnsaurcscqucn/. 

Dieimralifx^nale Phase kann cine uaBrige Phase scin. wobei vorj-esehen sen kann. da!5 diese cin spezielles Milieu 
S " dcn ^ bcs '"i;""^ Verbindungcn. aufweis,. Die wabrigo Phase kann so beispiolsweise cinon dis ink 

^r: ilcn t:- oacr io r konzentrj,ionen ^ m a * ^^^oa^n und t 

mrl , aordanncn.lialionon - chemischen - Vi-rbindung.cn . bccinlluB: und son.i, turden I all. da6 in der 

' r " ,Sl Ck,K "' i?Cci *" ,:,rt Nukl — aurck,„s,ruk, vorhanden ,si. aufd.o Trans.ek.nwaic 

dor , ,„ don crlindungsgciabcn I..noson,cn behandel.cn Zellen einwirken. Die (iosiaNun, encs enisprcohenden Milieus 
Ui>, die genannlcn Lltok.o zu crreichen. sind don Fachleu.en auf d.osc, (ioh.o, bokann, " 

Bo. don .n dorin.rai,poso,„alon Phase cn.hal.cncn chemischen Vorbmdungcn handel. cs sich u,„ solohc. bci doncn cine 
n " nd ° S,CnS ^ A,0, " Cn bCS,Chl Und U ""— biochenisehe bzw. b,o- 

Un-cr nicdcrniolc-kulare Vorbin(1ungon sollon hicrin solohc vcrs.andon werden. die on Molekulareewich, von woni-or 

sua " C,SCn l ' nt ', nsbCS, -; ndCa ' so,chc - dic ^hknsMf emhahen. Deranige Verb.ndunccn'sollen audi Carbon- 
sau,c . An.mosaurcn. Kol,lonhvd,a„„o,io„,crc. Lipido. cinsolil.cBlid, S.cokIo. Lao,a,no. LaoKmo und andorc cinsehlic- 
t'rh, nT.n ^'*" l , n *" n sollen h.onn audi Pep.ide und allgcn.cin Polyn.cn, von n.indes.ens /woi pcp,id,soh ,„i,cinandcr 

VLTburnlonon AininosaLiron verstanden werden. 

kldn^ur??^,^?''^ Nl,k '7 s ^74"crv. sollen hicrin sowohl DNA als auch RNA vcrs.andon werden. D.e Nu- 
k n "'5 4 t v S ° W ; na ° k ; a,S aUCh ^»'P^icrt/u SS o,iicr, vorl.cgcn. Desweueren is, .noglich. daR die Nu- 
kL,nsaurc(-Scqucn/.) als L,n/.olslrang. Doppelslrang odcr als Triple, vorliogl. Dic Nuklcnsaurcscqucn/ kann auch cin 

£nTSrS^TkT nC am,! ?T D ° SWCilerCn kann - na,ur„ch vorko.,,,,1, scin a." auch" 

komb nan.. D.e Nuklcmsaurt-.-Scqucn/) kann we.tcrgchcndc Hlcicnic uni.asscn. die sowohl ,hre Transkription als audi 
lrans anon und ,hro S,ab,l„a, bocnllusscn. So kann sic bcspiclswcisc Pro,„o,orcn. ,dlspc Z ilisdic cbonso wic indu/icr- 
Sr^ kWnstrTs" WC ", ,;rgtf | hC ^ 0 rc S U,: " orische Ele »' ente ™ hcspiolswciso Enhancer un.fasscn. SehlieBlich kann 
Ser in r t' y' l M ,Cn/ KI " mC r "'"^^ ^ ^ ikr N^'cinsiiurC-Sequcn/.) in das Chro.noson, 

Seauen,^^^ 'r \ ^ EIemC0,e - dic vcrhi "dem. daB os zu cincr Inscr.ion der Nuklcnsaurcf- 

Soqu.n/ ) m das zcllularc Gcnon. kon.n,,. Lciztercs kann bcspielsweise dann besonders crwunsch, scin, wenn Icdielich 
cine transicnic Expression der iransfizier.cn Nuklcinsaure(-Sequenz) erwunsch. is. 

Grundsaizhch kann die Nuklcnsaurc.-Sequenz. so geslaltc. vorliegcn. dab sowohl aut dcr RNA-Ebcnc als auch der 
1 ranslauons- und Iranslck.ions-Ebene die crwunsch.e Wirkung er/.iel, wird. D.e hiorz.u in der Nukleinsaure.-Sequenz, 
sclbs, vorzunchmenden MaBnahn.cn bzw. die Gcsial.ung cincs Miheus. innerhalb dessen dic Nukleinsaurc.-Sequenz) 
d,c emsprechenden EigenschaHen oder Wirkungen aufweis., wic bcispielswcisc cine spcziellc Kon.igura.ion wie die Z- 
Kontigura.ion. sind den T-achleulen aut den. Gebiel bekannt. 

Untcr Nukleinsaure sollen hienn auch Oligonukleotide verstanden werden. einschlicBlich an.iscnsc-01igonukleo.ide 
zur Sieuorung der I ransknpuon und/odcr Translation von in Zellen vorhandenen Nukleinsaureseouenzen 

Die Iranstektion von Zellen mi.tels Liposomen istdem Fachmann aut dein Gebiet bekannt 

Be, den. crhndungsgemiiBcn Vertahren zur Transtek.ion von Zellen ,st die Vcnvendung der ertindun B s B cn,aBen Lipo- 
somc-n sowohl iur den Eall von Voncil. daB die Zellen. ausgewahl, aus der Gruppe. dic Ilau.zc.len des *ra,u,n ZornZ. 
S tra turn granulosa,,, und Stra.un, spmosum sowie Keratmozv.cn umtaBt. bzw. Kcrai.nozv.on dor Haarfollikcl bzw ep,- 

a a ^ ," S ,n V,V ° 3lS UUCh ' Ur den Falk dlB dic vot ?^nn,on /cllen ex vivo translizier. werden 

Aus den, oben (.esag.cn crgib, sioh. daB die den crfindungsgeriiaBen I.iposo,„cn inharemen Vbrteile auch und beson- 
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ders dann rcalisicn werden konnen, wenn diese in einer pharniazeutischen /usanimcnsetzung enihahen sind. 

Hs wurde uberraschend gefunden, daB unter Verwendiing der eriindungsgeniaBen Liposomen sich allgemein pharnia- 
zeulischc Zusamntensetzungen und insbesondere Mind zur lopischen Verabreiehung ehemiseher Verbindungen herstel- 
len lassen, die in besonders cffeki ivcr Weise cine Preisetzung der in der intraliposonialen Phase enthallenen ehemisehen 
Verbindungen in die Zelle hzw. die tieferen Schichlen der Ppidennis und der Dennis ermoglichen. Tn eineni weileren s 
Aspekt wird daruber hinaus uuch moglich, cine spe/ielle l oan der Depot verabreiehung der in den Liposomen enthalle- 
nen eliennsehen Verbindungen zu realisieren. 

timer pharniazeutisch akzeptabieni Tracer vverden. unter anderem, Wasser, Pufferlosungen und dergleiehen verstan- 
den. Dies schliclSi hierin insbesondere audi jene den Lachleuten bekannien Tragerein. die bei der Herstellung lopiseher 
Applikationsformen wie Grenies, Salben, Gele, Spruhpfiaster und Tinkturen verwendei werden. io 

Unter ehemisehen Verbindungen sollen die hierin oben definierten Verbinctangen verstanden werden und schlieBen 
insbesondere die dorl. vvenngleieh nieht abschlieBend, beseliriebenen Nukleinsauren ein. 

Die hierin ol'fenharien Mittel stellen let/tendlich Ausluhrungstomien der erindungsgema'Ben phaniia/euiisehen Zu- 
sanimensctzung dar. 

Sowohl die hienn besehriebene phani;azeutische Zusanimensel/ung als aueh die Mind zur lopischen Verabreiehung 15 
konnen daruber hinaus noch mindestens einen WirkstotT enthalten, der nicht in den dann enthallenen Liposomen vor- 
liegt. 

Das Mind zur lopischen Verabreiehung selbst kann dabei ausgebildei sein als Creme, Salbe, Gel, SpruhpHasier oder 
Tinkiur. Diese Mind erlauben die Aufnahme der erfindungsgemaBen Liposomen in cine Matrix, die dann, tvpiseher- 
weise auidie Haul, aufgetragen wird und ggf. nach einer Linwirk/eii den Kontakt zwischen /die und Liposoni er- 20 
moglichi. Dureh die Verteilung der Liposomen in besagter Matrix laBt sich soinit statistisch auch die Transiektions- 
hauligkeit einer ein/.elnen /die regulieren. 

Die obengenannten lopischen Verabretchungsfonnen erlauben daruber hinaus, daB ein vergleichsweise groBes Area! 
der Haul entsprechend behandelt wird, d. h. wenn in der intraliposonialen Phase Nukleinsauresequenzen vorhanden sind, 
ein gror.es Arcal von Hautzellen transfiziert werden kann. Die Transfektion, insbesondere in ihrer klimschen An wen- 25 
dung, isi dann hesonders einfach darchtuhrbar, ohne daB hierlur besonders qualifizieries Personal oder besondere hvgie- 
nisehe Bedingungen crforderlich wiiren. 

Die erfindungsgemaBen Mitiel konnen hinsiehtlieh ihrer Wirksamkeit. Ilandhabbarkeit und Stabilitat durch Modifika- 
tion der die Matrix dersdben ausbildenden Verbindungen in fur den Pachmann auf diesem Gebiet bekannten Art und 
Weise ausgebildet werden Dies sehlieBt den Zusat/ weiterer, fur die Ausbildung von Cremes, Salben, Gelen, Spruhpfla- M) 
stern und Tinkturen ublichen /usiit/en ein. 

Sowohl die Liposomen als solche als auch die sic enthaltenden erfindungsgeniaBcn Mittel sind besonders vorteilhalt in 
der Genrherapie von ITautzellen aufgrund der durch sic erreiehbaren Transfektionsraten zu verwenden. Dabei ist es mog- 
lich, daB die entspreclienden Ilautzelleu. und insbesondere the hunianeu Keruiinozyten, einschlieBlich derjenigen der 
Haaribllikel. sowie die epidennalen Langerhans-Zellen, in situ, d. h. als Teil der Iluutoberflache des Patienten, vorliegen, 35 
aber es ist auch eine ex vivo Gentherapie moglich, wenn die ITautzellen oder Hauigewebe, und auch hier wiederum spe- 
zieli die humanen Keratino/yten, einschlieBlich derjenigen der Haart'ollikd. sowie die epidennalen Langerhans-Zellen, 
in Kultur vorliegen. Ps ist otYensichtlich, daB bei der in situ Situation das ertindungsgemaBe Mittel mit einem Gchalt an 
Nukleinsaure in der intraliposonialen Phase mil besonderen Vorteilen verbunden ist, wohingegen im Palle der ex vivo 
Gentherapie insbesondere die erfindungsgemaBen Liposomen die hierin ofienbarten Vorteile im besonderen MaBe auf- 40 
we i sen. 

[nsbesondere bei transienter Genexpiession der niinels der erfindungsgemaBen Liposomen in die ITautzellen einge- 
brachten Nukleinsauref-Sequenzen) ist emecinfache Wiederholung der Therapie sowie leichte Steuerung des Therapie- 
umranges durch eine cntsprechende breitflachige topische Applikation des erfindungsgemaBen Mittels problemlos mog- 
lich. Insbesondere unier dem Aspekt der wiederholten Bchandlung ist dabei beachthch, daB gegen die solchermaBen in 45 
das biologische System, bcispielsweise die mcnschliche Ilaut, eingebrachte Nukleinsaure kcine gegen diese gerichtete 
Inmiunreaktion festgestellt wird. 

Bei der Anwendung der erfindungsgemaBen Liposomen, des erfindungsgemaBen Mittels oder der erfindungsgemaBen 
pharniazcutischen Zusanunensetzung zur Gentherapie von Hautzellen, und spezicll von Keratinozyten. einschlieBlich 
derjenigen der Haarfolikel, sowie von Langerhans-Zellen, ist dabei grundsatzlich moglich, durch die cingeschleusten 50 
Nukleinsauresequenzen eine einen Defekt der trans fizierten Zelle komplementierende Wirkung zu erzielen, oder aber die 
unerwunschte Expression einer in der Zelle vorhandenen genetischen Tnfonnation mittels der durch die Liposomen ein- 
gefuhrten Nukieinsauresequenz zu unterdriieken. 

Die letztgenannte Moghchkeit gilt auch fur den Fall, daB die erfindungsgemaBen Liposomen bzw. das erfindungsge- 
niaBe Mittel bei der Bchandlung system ischcr Hrkrankungen verwendet wird. Dabei kommt es infolge der Liposomen- 55 
vermittelten Transfektion der Hautzellen zur Produktion des durch die in die Zelle eingeschleusten Nukleinsequenz ko- 
dierten Genproduktes, das dann seinerseits seine biologische Wirkung entfaltcn kann. Dabei ist es moglich, daB das ent- 
sprechende Genprodukt aus der gefaBlosen Cpidennis an den Blutkreislauf abgegeben und somit systemisch zur Verfii- 
gung steht. Gegeniiber der Verabreiehung entsprechender Proteine oder Peptide erlaubt die Gentherapie von Hautzellen, 
daB die entsprcchende Information transient, typischerweise fiber einen Rereich von 2 bis 7 Tagen, kontinuierlich in ho- 60 
her lokaler Gcwebekonzentration exprimicrt wird und gewahrleistet somit gegeniiber der Verabreiehung des Peptids 
bzw. Proteins als solcheni einen langer anhaltenden konstanten Titer, da das Protein als solches nur cine geringe biologi- 
sche Halbwertszcit aufweist. 

Neben der Bchandlung echter systemischer Hrkrankungen wie beispidsweise Hamophilie A und Hamophilie B sind 
auch Kollagendegenerationen unter Verwendung der erfindungsgemaBen Liposomen oder des erfindungsgemaBen Mit- 65 
tels, ggf. kosmetisch, behandelbar. 

Unter Kollagendegenerationen sollen hierin auch Lichtdermatosen verstanden werden, bei denen es unter UV-Expo- 
sition zur Degeneration von Kollagen (und Hlastin) und somit zur Paltenbildung kommt. Plier ennoglicht die hierin of- 
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tenharie Ueniherapie von Ilaui/cllcn b/.u. die crtindungsgeniaBen Liposomcn oder das crfindun^eniaBc Mind voricil- 
ha:te Wirkungen, da inloltic des trans:emen Charakiers der ( ieniherapie dcr Keratino/\ ten cine Reversihiliiai der voree- 
nonmienen MaBnahmen gegeben isi. Die sich rfa.ru us ergebenden Voncilc. inshesondere in der Kosmenk, sind ofiensichi- 
lieh. So isi beispielsweise an cine orneute Kollugen- und Flastinproduktion dureh die gentheraruerten Ilaut/ellen denk- 
s ha-, mil dcr Foige. daB diese fur die ITai:t, inshesondere deren Ausseher. so vvichiigen Siruktursioffe endoeen o^\U\c\ 
vverden konncn. 

Bei dcr Veruendung dcr crfindungsgemaBer: Liposon.cn /ur Behandlung von War/en hegi das Prinzip vviederum in 
der gentherapeutischen Behandlung der die \Va:/c aushikterden Ilaui/cllcn. uclche tv pischervveise mit \iralerDNA in- 
h/.iert smd. Hnispreehend konncn dureh die Liposomcn die vorgenannien Xellen iransii/.icn werden und aut' moiekularer 

v> Fbene das /ar War/enbildung fuhrende Geschehen le;/icndiieh unierdrueki vverden. Besonders bewahrt hat sich hierbe 
die In:erferon-a-Piasmid-F\prcssion in War/en, die djren hone iniraiasionalc Spiegel an rnterferon-a- Protein /urn k 
pletien Riickgang dcr Papillom fuhrt. 

Ocr Behandlung von Alope/ie unter Verwendung dcr erhndungsgeniaBen Liposornen licui ehentalls das Prm/ip /u- 
grunde, daB let/lendlich dureh gentherapeuhsche Veranderung desGeno- und Phanot vps der Haartollikel/cllen b/w. dcr 

is enispreehenden Keratmo/yten das Krankheitsbild abgesiellt, /utnindest aber vennindert vverden kann. Kmspreehende 
l:\pression von Antagonisten der Androgen-Re/eptoren sovvie von ini Haarvv achstums a klus rclcvantcn Gvtokinen 
(/. B. TGF, Transforming Growth Factor; PGF Fpidennal Growth Fac:or; siellen vvesemhche Ansat/punklc eincr soF 
chen lechnologie dar. 

^ Von gan/ besonderer Bedeutung isi die Verwendung dcr erfindungsgemaBen Liposomcn bci dcr Ininiunis;erune cines 
20 Wirtsoriianisnius, wobei hicrin unicr Wirtsorganismus inshesondere \Saugetiere. darunier Nut/- und Ilaustiere^sou ie 
Zootiere. wic Rind, Schivein. Pferde, Hunde. Kat/cn. Ratten. Mause. AtVen und Geriugel verstanden vverden sollen. 
Lei/lendlich konncn die crlindungsgemaBen Liposomcn in all jenen aninialischen Systenien /ur Anwendung gelansen, 
in dencn Fangerhans-Zellen vorhanden sind, inshesondere jene in der Haul vorhandencn. d.c in der Page sind, Anrisen 
zu prasemicrcn. So kann. beispielsvveise bci topisehcr Auftragung eincr die erfindungsgemaf: en Liposornen enthaltenden 
25 topischcn Applikaiionsi'onn. wic beispielsvveise eincr C'rcnie. cine Transtckuon derVangerhans-Zellen mit in dcr intra- 
liposoinalen Phase cnihaltcncn Nukleinsaure eriulgen. nut der Wirkung, daB das dureh die besagle Nukleinsaure kodierte 
Antigen in den Langcrhuns-Zcilen expriniiert sovvie von dicscn /ur Sliniulierung dcr Irnniunantwort an der Zclloherrla- 
chc prasentiert wird. 

Sonnt bcsieht cine vvirksame Mogliehkeit. cinen Wirtsorganismus gegen ein jegliches Antiszcn /u inimunisieren. das 
M) dureh cine Nukleinsaure direkt oder indirckt kodiert und .lurch Langerhans-Zellcn^an dcr Ze.loberfiache prasentien wer- 
den kann. 

Fin solches Antigen, gegen das irn Wirtsorganismus cine Irnniunantwort crzeugt vverden soli, wird hierin als interes- 
sierendes Antigen be/ciehnct. 

Fine derartigc Iimnuntsierung ist dabei niclit nur auf die Presentation von Antigen dureh die Langerliatis-Zellen be- 
schrankt, was eincr aktiven Iinmunisierung gleiehkoninit, sondern cnnoglicht auch eine passive Iinmunisierung dcr Ge- 
stail, daB entspreehende y\ntikorper b/w. l ; ragmcnte davon. die Tur ein intcrcssierendes Antigen spezifiseh sind, dureh 
mit den crfindungsgemaBen Liposomcn. die cine iur den Antikorper b/w. ein Fragment davon^kodierende Nukleinsaure 
cnthalten, transh/ierte Haut/ellcn expriniiert und an den Blutkreislauf gegeben werden konncn, ahnlich wic bei deroben 
beschnebenen Hierapie systemiseher Frkrankungen. 
4') Unter Antikorper sollen hienn auch Antikorpcrdcrivate verstanden werden, so z. B. auch solche nur aus einer Kctte 
bestehende. irunkierte oder auigrund dcr Spe/ifitat des intcressicrenden Antigens speziell hinsiehtlieh ihrer Bindungs- 
stclle konstruicrte entspreehende Molekule. Derartigc Antikorper sowie dereif Deri vate und andere sind dein Fachnia'im 
auf dieseni Gcbiet bckannt. 

Die vorgenannte rmruunisicmng. inshesondere wenn diese dureh Verwendung eincr topischcn Applikationstbnn be- 
4S dingt wird, wcist ganz besondere Voncilc dcr Gestalt auf, daB sic ausgesproehen leieht durchfiihrbar ist in dern Sinne. 
daB kein qualili/iertes Personal benotigt wird und inshesondere hygienisch in bestimnitcn Lagcn bedenkhche Injektio- 
ncn vcrmieden werden. Dariiber hinaus ergeben sich Voncilc hinsiehtlieh der Haltbarkeit cines die erfindungsgemaBe Li- 
posomcn umfassenden Tmpfsiotles, welcher dureh die erfindungsgemuBen Liposornen, die pharmazeutischc Zusanmien- 
set/ung oder die erfindungsgemaBen Mind dargestellt wird. Diese erhohte Haltbarkeit wird im wesentlichen dadurch be- 
st) dingt, daB nicht irgendwelchcs protcinhaltiges Ma:erial, sei es nun das Antigen bci der aktiven Iinmunisierung oder der 
Antikorper oder das Anrikorperfragment bei der passiven Iinmunisierung. noeh dazu in fur die Injektion geeigneter 
Weise, voriiegen muR. 

Aus der Tatsache, daB der Impfstoff im engeren Sinne erst dureh die Langerhans-Zellen gebildet und letztendlich pra- 
sentiert wird, bedingt auch einen erheblichen Kostenvorteil, da auf eine Produktion von proteinhaltigem Material mit an- 
55 schlieBender Aufreinigung verzichtet werden kann. 

Aus dem mi folgenden angefuhrten Beispiel betxeffend die Herstellung der erfindungsgemaBen Liposornen werden 
weitere Voneile und Merkmale der Erfindung offenbaru wobei 

Fig. 1 eine elektronenmikroskopisehe Aufnahme eines Gefrierbruchs (HliM) von menschlichen Stratum corneum- 
Lipid- Liposornen bei Preparation dureh Detergenzilialvse /eigr. 
m Fig. 2 eine elektronenmikroskopisehe Aufnahme eines Gefrierbruchs (PTRM) von menschlichen Stratum corneuni- 
Lipid-Liposonien, hergestellt dureh Ultraschallbehandlung, zeigt. 

Fig. 3 eine Nicoinp GroBenverteilungsanalyse von Stratum comeum-Lipid-Liposonien, hergestellt dureh Ultraschall- 
behandlung, mit inverser Laplace-Transformation (biniodale Verteilung) zeigt, 

tig. 4 eine Nicomp GroBenverteilungsanalyse von Stratum corneum-Lipid-Liposomen, hergestellt dureh Detereenz- 
6^ dialvse, mil inverser Laplace-Transformation (bimodale Veneilung) zeigt 

Pig. 5 die Zeta-Potentialveneilung der dureh UlLrabeschallung hergcstellten Stratum corneum-Lipid-Liposomen dar- 
siellt und 

Fig. 6 das Rrgebnis der Transfektion hunraner Haut mittels Plasmid-DNA enthaltenden erfindungsgemaBen Liposo- 
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men /civil. 

Beispiel 1 

Herslellen der erfindungsgemaBen Liposonten s 
Gewinnung dos stratum corneum-Lipids 

Alis kleinen, hci chirurgischen Lingrilten antallenden 1 lauistiicken wurde die I lomschicht en/vmatisch niittels Tryp- 
sinierung gewonnen und das Gesanit lipid nach einer moditi/ierien Bligh & Dyer-Meihode extrahiert jLasch. J.; J. Lipo- n) 
some Res. 4(1), 93 106 ( 1994.1 ]. Alternativ wurde ahgeschable planlare IIornhaLit verwendet. 

Die Prohen wurden itn Dunkeln mil Chlorolomi/Meihanol (1:1) hci kraftigem Schutteln in einer Siickstoffatnio- 
sphiire extrahiert. Pin Dritte! des Voluniens wurde ;jls PBS-Pufter zugesetxt, urn ( 'holeslerotsulfat in die organische 
Phase durch NaCI "aus/usal/en M . Die Mischung wurde gevortext und die Phasen durch Zentrifugation getrennt. Die un- 
tere organische Phase wurde gesammelt und unler getrocknet. \s 

Die Lipid/usanmienset/ung des plantaren Stratum eomeum wurde durch Mcssung dcr Plachen unterden Retlcxions- 
absorptionskurvcn nach Trennung durch H1TLC |( Automated Multiple Development IIPTLC von CAMAG; Mutten/, 
Schwei/); Zellmer, S.; Journal of Chromatography B, 691 (1997), 321 329] und Kalibrierung mil dem jeweiligen Lipid 
an mehr als 100 Probanden quantiti/iert. Die Antarbung ertolgt mittels CUSO4/II3PO4 in 5 r /c igem Methanol. 

In der nachfolgenden Tabelle 1 sind die versehiedenen Lipidklassen entsprechend ihreni pro/entualen Anteii (Mittel- 20 
werte) angegeben: 

Tabelle 1 

Mittelwerte der versehiedenen das Stratum comeum-Lipid ausbildendcn Lipidklasse, angegeben in Gewichtspro/enten 25 



Lipidklasse 


Mittelwert Lipid (Ge- 
wichtsprozente) 


Pho spho 1 i p i de 


< 2 


Cholesterol sul fat 


2,06 +/- 0,13 


Freie Fettsauren 


20,16 +/- 1,12 


Ceramide 


20,25 +/- 0,67 


Sterole 


43,53 +/- 3,04 


Triacylglycerole (Neutral - 
fette) 


4,56 +/- 0,54 


Sterolester 


9,44 +/- 0,67 



Herstellung von menschlichen Stratum corneum-Lipid-Liposomen (hSCLLs) 

HSCLLs wurden zum einen durch Ultraschall hergesteilt, indent eine Lipiddispersion in PBS, pH 7,4, im Branson So- 
nifier bis zur Tran spare nz beschallt wurde, wobei die Beschallung in Intervallen von 0,5 ruin unter Eiswasserkuhlung er- 
folgtc. 

Alternativ wurden mit der sogenannten Detergenzverdunnungsniethode hSCLLs hergesteilt. Spezicll wurden Cholat/- 
Lipid-Mischmizellen in einern speziellen Rotationsdialysator (Diachem AG, Lagnau/Zurich) in Lipidvesikel ubertuhrt. 6> 

Die Ergebnisse beider Vcrfahren sind in den Fig. 1 und 2 dargestellt. wobei Fig. 1 eine elektronenmikroskopischc Auf- 
nahme (FFEM) eines G e trie rb ruches von hSCLLs zeigt, die durch Dctergenzdialyse hergesteilt wurden, und in Fig. 2 
eine elektronenmikroskopisehe Autnahme (FMiM) eines Gcfrierbruches von hSCLLs zeigt. die durch Ultrabeschallung 
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hcrgesielli uurden. 

[n beidenLa.len reprasemiert der dargesiellic Balkcn ! 00 nni und die ein-ekreisien Pteiie die Ikviampt un-snchur- 

Die h.sCLLs uurden u eitcrgehcnd hinsichilich ihrcr GrolVnveneiLin- durch Phoioncnkonx-laiionsspJktmxkopic 
*P( Vm:i e:ne:u Nicornp Submicron Panicle Si/er, Model 370, daraktensiert. Die ent.prcchenden fecbn.sse sind in 
s den ht£. , und 4 d irgesiellt. wohci 3 die Lrgehm^e der durch Be^challung hcr^iclltcn T i P ^onie> urd Ki«..4 die 
i lurch Deierjcn/dialv se hergesiellte Liposomer /ciiM. 

Aus Fit?. 3 is; crsichtlich, daK 74,62':; der Liposonicn omen Durchmcsscr von 160,6 nni autwcisen. uobei eine /were 
bedeuiend kleinere Lraktion, die 25.38^ der Liposonicn ausmacht. einen Durchmcsscr von 4 1 6.7 nni aufw eisi 

Bet der Hcrsiellung der Liposonicn rmtlets Detergen/dialv se sind, \ue aus Kig. 4 crsichtlich. ebentalls /*ci lVnula- 
i ) iionen von Liposonicn hervorgegangen. uobei S7..V? der Liposonicn einen Durchmcsscr von lS^O nni aulueisen -c- 
genuber einer /wcilen, wenngleich mil 12.7'V dcuilich gcringeren Population, die einen Durchmcsscr von 979 7 nni auf- 
vveist. 

In benten Fa'len uurden die vorgenannten Daten aus den Pnma>da<en untcr den Iblaondcn Bcdiniiurvcn erh diem 
(dattungstaktor 3. minimaler Durchmcsscr SO nni. plot si/.c 39, gesarnnielte Impulse 8<X)0 K in llf Min /ahlralc 
1 s 300 II/. 

In Fig. 5 isi die Bestimmung des Xeta-Potemials der hSC-LLs dar-estelli. die mil der /cla Master Version PCS- vl ^ 
(Malvern Instruments, Lngland) im /clltvp /HMO 10 Cross Beam Mode besiimmt wurdc (Lasch. J ■ I I iposome Res 
5{ 1 ). 99 108 ( 1995). " 

Wie aus I i^. 5 ersichllich. betragt das /e!a-Poiential der hSCLLs 64 bis 66 mV. Diescr retain hohe negative Wert 
2) kann uul den Gehali an Cholesterolsult at /urucKget uhn werden. 

Die ein/elnen. verschiedenen Zetapotentialen cnisprcchcndcn Intensitaten sind noehmals in Tabelie 2 /isanmiem>e- 
lal.T c 

Tabelie 2 

Zelapoienlialverteilung (tnV) von durch BeschalluriL: hergesiellien hSCLLs 



Zeta 


Inten- 
sitat 


Zeta 


Inten- 
sitat 


Zeta 


Inten- 
sitat 


-150, 0 


0,0 


-83, 3 


0,0 


-16, 7 


0,0 


-141,7 


0,0 


-75, 0 


24,2 


-8,3 


0,0 


-133,3 


0,0 


-66,7 


44,8 


0,0 


0,0 


-125,0 


0,0 


-58,3 


31,0 


8,3 


0,0 


-116, 7 


0,0 


-50, 0 


0,0 


16, 7 


0,0 


-108,3 


0, 0 


-41,7 


0,0 


25, 0 


0,0 


-100,0 


0,0 


-33,3 


0,0 


33,3 


0,0 


-91,7 


0,0 


-25,0 


0,0 


41,7 


0,0 



fio Andere Verfahren zur Kenn/cichnung der die Liposomenhullc ausbildenden Lipidschicht. wie beispielsweise die 
Messung der Phasenubergangstemperatur (T m ) ergab keine Ergebnissc, was durch den hohen Gehalt an Cholesterol im 
Stratum comeum-Lipid bedingt wird. 



6^ 



Beispiel 2 

Transfektion humaner Haut mittels der crfindungsgemaBen Plasmid-DNA-enthaltenden Liposonicn 
SO ug Plasmid-DNA wurden nut einem entsprechenden Antcil an lyophilisiertem Lipidgcmisch versety.t, wobei das 
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Lipidgemisch in der unlcr Beispiel 1 erlautcricn Wei so hergeslelll wurdc. Unlcr intensivem Schulieln wurden Plasmid- 
DNA enthaltende humane Slraluni corneum-Liposomen gebildet. 

Nach entsprcchender Vorbehandlung (Monk) b/.w. Hydrierung des Slraluni corncunis mil Urea MHNK (50 mM 
MOPS, 50 mM HDTA, 50 mM Nad, 50 mM K 3 P0 4 ) erlolgte die Applikation des oben gonannten Plasmid-DNA-halii- 
gen Liposomengeniisches. Nach 24-stiindiger Inkuhation bei 37°C wurden die entsprechenden Tlautprohen in ihre epi- s 
dernialen und dennalen Anteile getrennt. Der epiderniale Anteil vvurde in eineni quantilativen Test aut" p-Galaciosidase- 
Proteinakti vital untersucht. Nach Lyse der Hpidennis in Lysepuffer mil niechaniseher Zerkleinerung wurden 2 nil des 
Zellexiraktes mil Reaktionspuffer (0,035 ntmol Galacton) Cheniilumineszenz-Substrakt (Tropix Bedford, Massachu- 
setts) genii sell l. Nach der Inkuhation t'iir eine Stunde vvurde Hmerald Lumincs/en/verstarker (Tropix Bedford, Massa- 
chusetts) hinzugegeben und die Chemilimiines/enz in einem Ghemiluminometer (/. B. Monotight 1005, Analytical Lu- id 
mines/en/, San Diego, C'alitbrnien ) gemessen. Die p-Galactosidase-spe/.ihsche Akii vital in den epidenualen l:\trakten 
vvurde ats Verhaltnis der I Jchteinheiten geteili (lurch den Proteingehalt eniiitteli. Die Negalivkontrolle vvurde durch 
nicht-p-Galactosidaseexpriniierende Plasniidc (/. B. Vektorkontroll-DNA) unler ideniischen Bedingungen erhallen. Jeg- 
liche Messungen wurden in Duplikaten durehgefuhri. Die Anzahl der unabhiingigen Versuche ist in Fi#. 6 fur jede der 
Behandlungsgruppen dargestelli. Die absoiuten Mengen an P-Galactosiduse-Hnzyni kann ennitielt werden, indem die er- 1 > 
haltenen Wertc der Lichieinheiien mil eher Hichkurve verglichen werden, die durch Ifin/.utugen bekannter Mengen an 
gereinigtem p-Galaciosidaseen/ym /,u p-Galactosulase-riegaliven epidenualen Zellextrakten konstruicrt wurde. Zusam- 
nientassend zeigt sich, wie in Fig. 6 dargesiellt. in Abhangigkeil cntsprechend der Vorbehandlung eine hochsignifikante 
Steigerung der in der Hpidennis hergestellten Menge an p-Galaetosidase-Markerprotein. 

Iiine Steigerung der Transfektionseffi/ienz b/w. der Menge an erhaltenen Genprodukien ist ini Rahmen der ubliehen 20 
Hahigkeiien eines Fachmanns auf diesen Gebiel beispielsweise durch weitergehende Oplimierung b/.w. Vorbehandlung 
mil anderen Penetraiionsverstarkern b/.w Zurverfiigungstellung von geeigneien Nukleinsaurekonstrukten nioglich. 

Die m der vorstehenden Besehreibung sowie in den Anspriichcn offenbarten Merkniale der Hrfindung konnen sowohl 
ein/eln als auch in behebiger Kombinalion fur die Verwirklichung der Frfindung in ihren verschiedenen Austuhaings- 
lormen wesentlich sein. 25 



Patent anspruche 



1. Liposom umfassend eine eine Liposomenhulle ausbildende Lipidphase und eine von der Lipidphase umsehlos- 
sene intraliposomale Phase, dadurch gekennzeichnet daB die chemische Zusanuuenset/ung der Lipidphase der ei- .jo 
ner Hautschicht entspncht und die intraliposomale Phase mindestens eine Verbindung enthalt, die ausgewahlt ist 

aus derGruppe, die Nukleinsauren, Proteine, Kolilenhydrale, Lipide und niedennolekulare Vcrbindungen sowie aus 
diesen /.usanimengesetzie Molekule oder Strukturen umfaBt. 

2. Liposum nacli Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Hautschicht humane Hpidennis ist. 

3. Liposoin nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Hautschicht das Stratum comeum ist. 35 

4. Liposom umfassend eine eine Liposomenhulle ausbildende Lipidphase und eine von der Lipidphase umschlos- 
sene imraliposomale Phase, dadurch gekennxeiehnet, daB das Liposom betreffend die Lipidklasscn folgende Kom- 
ponenten erfaBt: 

Phospholipide: < 2 Gew.- r < 40 

Cholesierolsulfat: 2 Gcw.- r .f 

Freie Fettsiiuren: 20 Gcw.-'.l 

Ceramide: 20Gew.- <: r 
Sterole: 43 Gew.-T 

Triacylglycerole (Neutralfette): 4 Gcw.-'r 45 

Sterolester: 9 Gew.-'£ 



und die intraliposomale Phase mindestens eine Verbindung enthalt, die ausgewahlt ist aus derGruppe, die Nuklein- 
sauren, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide und niedermolekulare Verbindungen sowie aus diesen zusammengeset/.te 
Molekule oder Strukturen umfa!3t. 50 

5. Verfahren zur Herstellung von Liposomcn, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) Stratum corneum-Lipid gewonnen wird und 

b) aus dem Stratum corneum-Lipid unter Ultraschalibchandlung und/oder Detergenzdialyse Liposomen her- 
gestellt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich.net, daB das Stratum corneunt-Lipid gewonnen wird, indem 55 
Stratum corncum enzymatisch und/oder mechamsch von der Haut abgetragen wird und anschlieBend in Methanol- 
Chlorofonit extrahiert wird. 

7. Liposom, herstelibar gemaB einem Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche. 

8. Liposom nach einem der Anspruche 1 bis 4 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB die intraliposomale Phase eine 
waBrige Phase ist. 60 

9. Liposom nach einem der Anspruche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die Wachstumsfaktoren, Antibiotika. schmerzlindernde Agenzien, Agenzien, die die Zellteilung und/oder 
die Vaskularisierung beeinflussen, koaguliercndc und anti-koagulierende Agenzien. Gytokine, chemisches Attrak- 
tans. Enzyme, und Kombinationen davon umfaBt. 

10. Liposom nach einem der Anspruche 1-9, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung eine Nukleinsaurese- 65 
quenz ist. 

1 1. Verfahren zur Transfektion von Zellen, dadurch gekennzeichnet, daB die zu transfizierenden Zellen mit einem 
Liposom gemaB einem der vorangehenden Anspruche in Kontakt gebracht werden. 
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12. Verlahren naeh Anspruch 11, dadureh ge^enn/cicknei, daB die /u irarsti/ierenden /eden Ilaui/cllen sind. 

13. Verlahren naeh Anspruch 1 2. dadureh gekenn/eichnet, dab die Haut/ellen ausgeuahh sind aus derGruppe. die 
Ilaut/ellen des Stratum comcum. Stratum granulosimi und Stratum spmosum souie Keratino/v ten am:aB:. 

14. Verlahren naeh einem dor Anspmehe 1 1 13, dadureh gekenn/eiehncl, daB die /el. en Keratino/Mcn der flaar- 
tollikel sird. 

LS. Vertahren naeh einem der Anspmehe 11 13, dadureh gekenn/eichnet, daB die /el. en epidermale Lan-erhans- 
Zellen sind. 

10. Phamia/eutiscke Zusamnienset/ung umlassend Liposomen naeh einem der voran^ehenden Anspruene souie 
einen pharma/euiiseh ak/epiablen Tracer. 

17. Mmel /ur lopisehen Verahreichung. gekenn/eichnet dureh einen Ciehah an Liposomen naeh. einem der voran- 
gehenden Anspruehe. 

15. Mittel naeh Anspruch 17, dadureh gekenn/eichnet, daB da. Mittel ausgeuahh ist aus der Gruppe, dieCremes. 
Salben. ( Jele, Spriihverhiinde und 'linkiuren imifaBt 

19. Mittel naeh Anspruch 1 7 oder IS, dadureh gekenn/eiehnei. daB es ueiterhin einen Gchatt an mindestens eir.er 
Verbindung autweist, die ausgcuahit ist aus der Gruppe, die Permeabihtatsverstarker und Quellniittel umfaBt. 

20. Verwendunc der Liposonten naeh einem der vorangehenden Anspruehe, der phaniia/.eutischen Zusaiiimensei- 
/ung oder des Mmels naeh einem der vorangehenden AnsprUehe /.ur Gentherapie von Ilaut/ellen. 

21 . Verwendung naeh Anspruch 20. dadureh gekenn/eichnet, dal! die Ilaut/ellen in situ vorlieaen. 

22. Verwendung naeh Anspruch 20, dadureh gekenn/eichnet, daB die Ilaut/ellen ex vivo voriiesen. 

23. Verwendung naeh einem der Anspruehe 2() 22, dadureh gekenn/eichnet, daB die Ilaat/ellJn ausgeuahh sind 
aus der Gruppe, die Ilaut/ellen des Stratum corncurn. Stratum granulosum und Stratum spinosum souie Keratino- 
/vten umfaBt. 

24. Verwendung naeh einem der Anspruehe 20 23, dadureh gekenn/eichnet, daB die Ilaut/ellen Keratino/vten der 
Ilaartollikel sind. 

2> Verwendung naeh einem der Anspruehe 20 24, dadureh gekenn/eichnet, daB die Ilaut/ellen epidermale Lan- 
gerhaus-Xetlen sind. 

26. \crvvcndung der Liposomen naeh einem der vorangehenden Anspruehe, der pharma/eutisehen Xusammenset- 
/ung oder des Mmels naeh einem der vorangehenden Anspruehe /ur Prophvlaxe und/oder Behandlung von Lrkran- 
kungen der Haul. 

27. Verwendung naeh Anspruch 26, dadureh gekenn/eichnet, daB die Lrkrankung ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
die genetische Ilauterkrankungen, Psoriasis, Ilauttumoren und Wunden umfaBt. 

28. Verwendung naeh Anspruch 27, dadureh gekenn/eichnet, daB die genetische Hauterkrankung aussewahli ist 
aus der Gruppe, die Lpidermoly sis bullosa simplex. Hpidermolysis hvperkeratosis, palmopIantare\eraiose, junk- 
tionalc Hpidermolysis bullosa, dy strophe Lpidermoly sis bullosa, lainellare Ichthvose und Xeroderma pigmentosum 
umtaBt. 

29. Verwendung der Liposomen naeh einem der vorangehenden Anspruehe, der pharniaxeuiischen /usammenset- 
/ung oder des Mitiels naeh einem der vorangehenden Anspruehe /.ur Behandlung von War/en. 

30. Verwendung der Liposomen naeh einem der vorangehenden Anspruehe. derpharmaxeutischen Xusammenset- 
/.ung oder des Miltels naeh einem der vorangehenden Anspruehe /ur Behandlung svslemischer Hrkrankunaen. 

31. Verwendung naeh Anspruch 30, dadureh gekenn/eichnet, daB die sysiemische Hrkrankung aussewahlt ist aus 
der Gruppe, die llaiuophilie A und Ilamophilic B sowie Kollagendegenerationen umfaBt. 

32. Verwendung der Liposomen naeh einem der vorangehenden Anspruehe. der phamia/eutischcn Xusammensei- 
/ung oder des Mittels naeh einem der vorangehenden Anspruehe /ur Behandlung von Alope/ie. 

33. Verwendung der Liposomen naeh einem der vorangehenden Anspruehe, der pharma/eutisehen Zusanmiensei- 
/ung oder des Mittels naeh einen der vorangehenden Anspruehe /ur Inimunisierung eines Wirtsorganismus. 

34. Verwendung naeh Anspruch 33. dadureh gekenn/eichnet, daB cier Wirtsorganismus ein nienschlieher Oreams- 
inus ist, 

35. Imptstoff. dadureh gekenn/eichnet, daB der ImptstotT einen Gehalt an Liposomen naeh einem der vorangehen- 
den Anspruehe autweist, wobei die Liposomen Nukleinsaure, die die genetische Information fur ein interessieren- 
des Antigen umfaBt. oder Nukleinsaure unifassen, die die genetische Information fur einen Antikorper oder ein An- 
tikorperfragment umfaBt. wobei der Antikorper bzw. das Antikorperfragment spezifisch fur das interessierende An- 
titien ist. 
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